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摘要 : 利用 经 酸 处 理 的 Sepharose 4B 为 层 析 介质 ,以 含 0,2 mol/L EAS, pH7.4 GRRE HRB. AT A 
产 金 环 蛇 ( Bungarus fasciatus ) 蛇 毒 中 一 步 分 离 得 到 一 种 磷脂 酶 A H SDS- 聚 丙 烽 栈 胺 凝 上 胶 电 沪 测 定 其 分 子 量 
为 14kDa。N 端 部 分 序列 测定 表明 ,所 分 离 得 到 的 磷脂 酶 A: RN 端 16 个 氨基 酸 残 基 序列 与 已 报道 的 金 环 蛇 蛇 毒 
磷脂 酶 A, FH V (Lu & Lo, 1978), MRR RRA 13.4%; RA IR A, 活性 ,无 毒 , 也 无 溶血 


和 出 血 毒 活性 。 


RMA: SHH, 磷脂 酶 Ar; Sepharose 4B 
中 国 分 类 号 : Q959.6+2，0Q55 ”文献 标识 码 : A 


磷脂 酶 Aphospholipase Az,EC 3.1.1.4, 简 称 
X PLA AEREI H W BF BB BY SS 2 位 脂 酰 键 水 解 , 生 
AUF i BEES AUF SER. BERR A 在 生物 体内 
广泛 分 布 ,在 许多 重要 的 生命 活动 中 如 脂 类 消化 . 细 
胞 质 膜 代谢 .信和 号 传导 ,炎症 发 生 和 免疫 防御 等 发 挥 
着 重要 作用 。 按 照 磷 脂 酶 A, 的 来 源 可 以 分 为 外 分 
ERE AB ME A,(sPLA2) Al fd ete RESAS Ai cPLA) 
(Kramer et al . ,1986)。 其 中 sPLA, 是 小 分 子 量 的 水 
溶性 蛋白 质 ( 一 艇 分子 量 在 14 kDa 左右 ), 它 主要 存 
在 于 动物 的 胰 胜 和 蛇 的 毒液 中 .在 蛇毒 中 含量 较 高 。 
根据 分 子 中 的 二 硫 键 的 配对 方式 ,蛇毒 克 朋 酶 A 被 
Sy A UR BRE he RE De PE ERA A, ee EE AU 
na Fe ee BEA A A2 两 类 (Dufton & Hider, 1983). 
ERREK A 由 于 来 源 广泛 ,又 具有 特 萄 的 药理 、 
毒 理 和 生化 性 质 , 热 稳定 性 好 ,而 受到 人 们 的 广泛 重 
视 ; 因 而 对 其 基因 序列 蛋白质 序列 和 三 维 结 村 都 进 
行 过 研究 。 

MISE SE ELT BRAGA A. 的 作用 机 理 、 结 村 与 功能 
WA KHER A 的 受 体 和 抑制 剂 方面 有 
过 不 少 报道 。 已 报道 的 磷脂 酶 As Sh . 结 人 台 蛋白 和 
HHI A i E A (Valentin & Lambeau, 2000; An- 
cian et al . , 1995; Hains et af.,2000). mi xi BEAR E 
Az 的 糖 基 结合 活性 及 其 功能 意义 研究 较 少 。 有 文 
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RAL Diccianni et al., 1990, 1991; Dua & Cho. 1994; 
Lomonte et af. ,1994) JHE AP RTI LA MHE Fh EA 
&A2z 的 活性 ,并 认为 这 种 抑制 是 由 于 肝素 与 磷脂 酶 A; 
酶 蛋白 结合 而 阻碍 了 磷脂 酶 A. 与 受 体 的 结合 。 但 
对 于 肝素 与 磷脂 酶 A; 结合 的 方式 和 结合 位 点 并 不 
十 分 清楚 {Selistre de Araujo et al .,1996). Fujita et 
al .(1995) 认 为 来 源 胰 脏 的 克 脂 酶 A 与 受 体 的 结合 
是 以 受 体 表面 骞 糖 基 的 特异 识别 方式 结合 , 麦 胚 癣 
RR (WGA) LDAP EM A 与 受 体 的 结合 。 尽 
管 对 于 蛇毒 兢 脂 酶 A. 还 未 见 类 似 的 报道 ,笔者 假设 
Wea BABS A. 有 糖 基 结合 活性 ,并 参照 Ogilvie et 
坟 .《1986) 分 离 蛇 毒 凝 集 素 的 方法 ,从 金 环 蛇 蛇 毒 中 
SBE IGM A2, 获得 了 1 个 纯 的 蛋白 质 组 分 .经 鉴 
EAR HE HE RAG A,。 现 将 其 结果 报道 如 下 。 


1 材料 与 方法 


1.1 材 料 

金 环 蛇 蛇 毒 由 广西 医科 大 学 提供 。Sepharose 
4B 为 Pharmacia 公司 产品 ，D - 半 屯 糖 为 Amersco 
公司 产品 ， 电 泳 超 低 分 子 量 标记 为 Sigma 公司 产 
im, PVDF 膜 为 Perkin Elmer A® 7 Gh. SR BEAR 
LEBE Mi, HAIN Sigma 公司 产品 
或 国产 分 析 纯 。 
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1.2 纯化 步骤 

0.5 ¢ SPE BAKU TAT 10 mL AR 
3K (8 g NaCl,0.05 g NaH2PO4* H2O0, 1 g NaHCO;, 
0.02 g CaCl,0.1 g MgCh,0.2 g KCL, pH7.4), A 
心 后 取 上 清 上 酸 处 理 过 Sepharose 4B HF (1.8 cm x 
20 cm ,经 台 氏 液 平衡 ), 流速 0.15 mL/min. HAG 
氏 液 洗 去 杂 和 蛋白 ,再 用 含 0.2 mol/L 半 和 乳糖 的 台 氏 
液 洗 脱 ,收集 洗 脱 峰 后 ,对 水 透析 ,冰冻 干燥 。 干 粉 
于 -20 人 C 保 存 。 由 于 半 和 乳糖 在 280 nm 处 有 较 高 吸 
FETE, WEE BR ZE 220 nm 处 的 吸光 值 (使 用 Perkin 
Elmer 公司 Lambda Bio 40 型 分 光 光 度 计 ) 收 集 。 
1.3 ”蛋白 质 含量 测定 

采用 Bradford 法 {Darbre，1986)， 以 牛 血清 白 
蛋白 为 标准 。 
1.4 SDS-PAGE 电泳 分 析 及 分 子 量 测定 

为 了 使 小 分 子 蛋 白质 有 较 好 的 分 辩 率 , SDS- 
PAGE 在 Tris-Tricine 缓冲 系统 中 进行 LSchagger & 
Jagow,1987) ,以 超 低 分 子 量 蛋 白质 标记 作为 参照 ， 
Rita RAS SR G - 250 进行 染色 。 
1.5 N 末端 序列 测定 及 序列 相似 性 搜索 

HER PS fa Ee EE L EG SP BI 
PVDF RE, DFRREREHM AW. TRAM 
NSP Hr 1X (ABI, 4764 型 ) 中 进行 序列 分 析 。 

用 Blast 程序 将 N 末端 氨基 酸 序列 测定 结果 输 
人 Genbank 中 进行 序列 相似 性 搜索 ， 并 对 搜索 返回 
结果 进行 分 析 。 
1.6 样品 总 糖 含 量 测 定 

采用 硫酸 苯酚 法 测定 对 水 彻底 透析 过 【直至 透 
析 液 中 检测 不 到 糖 ) 的 样品 中 的 总 糖 含 量 ， 以 半 和 用 
糖 为 标准 ( 张 惟 杰 ，1987)。 
1.7 磷脂 酶 A, 活性 测定 及 半 乳 糖 对 磷脂 酶 A: 活 

性 的 抑制 

以 孵 磷 脂 为 反应 底 物 ， 用 0.01 mol/L KOH 溶 
液 滴 定 由 酶 反应 所 释放 出 的 游离 脂肪 酸 。 在 酶 反应 
初速 度 阶段 计算 酶 活力 。 酶 比 活力 单位 为 每 分 钟 每 
毫克 蛇毒 释放 出 的 游离 脂肪 酸 微 摩尔 数 (Kawauchi 
et al., 1971). 

于 上 述 反应 混合 物 ( 总 体积 10mL) 中 加 人 PD - 
半 和 乳糖 至 浓度 为 10 mg/mL, FO A RRR A 
样品 200 pg, 再 用 上 述 方法 测定 样品 的 磷脂 酶 AD 
活力 。 
1.8 其 他 活性 测定 

急性 毒性 试验 使 用 '20+2) g 昆明 种 小 鼠 , 对 不 


同 试验 组 (每 组 4 只 ,雌雄 各 2 只 ) 腹 腔 注射 50 ~ 
250 ug 不 同 剂量 待 副 样品 ;直接 和 间接 溶血 活性 测 
定 以 小 鼠 及 免 的 红细胞 为 底 物 ,并 参照 Shiomi et 
ai (1998) 的 方法 ;出 血 毒 活性 铀 定 参 照 Fuly et al. 
L2000) 的 方法 。 


2 结 果 


2.1 Bem A; 的 分 离 纯化 

经 含 0.2 mol/L 半 和 乳糖 的 台 氏 液 洗 陪 ， 结 果 得 
到 一 洗 脱 峰 ， 层 析 图 谱 见 图 1。 收 集 洗 脱 峰 ， 并 对 
水 进行 彻底 透析 。 透 析 后 体积 为 45 mL。 经 测定 蛋 
白质 浓度 为 68.8 yg/mL， 即 从 0.5g 粗 毒 中 获得 
3.1 mg 蛋白 质 样品 ， 得 率 为 0.62%。 
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图 1 H Sepharose 4B 柱 分 离 金 环 蛇 妮 毒 亲 和 层 析 图 谱 

Fig.1 Affinity chromatogram of the venom of Bungarus 
fasciatus on Sepharose 4B column 

柱 体 积 ,1.8 cm x 20 cm; HL 0.15 mL/min; A B 3 mL; 

-C -0-220 nm HER YAA —— Bt Bie PR AE PB PE E ( mol/L) 

Column volume: 1.8 x 20 cmsflow rate:0.15 mL/min; liquid volume 

of each lube: 3 mL; - 3-0 - absorbance at 220 om; galactose 

concentration in eluant {mol/L}. 








SDS-PAGE 结果 见 图 2。 经 染色 后 ,样品 在 还 原 
和 非 还 原 条 件 下 均 为 1 条 带 ,说 明 该 样品 较 纯 且 以 
单 体形 式 存在 。 该 补品 在 非 还 原 条 忻 下 泳 动 速度 较 
慢 , 电 泳 条 带 位 置 也 相应 比较 靠 后 ,这 个 结果 与 Tsai 
et al .(1995) 所 报道 的 蛇毒 磷脂 酶 A, 在 非 还 原 条 性 
下 会 发 生育 集 或 泳 动 较 烛 的 结果 是 一 致 的 。 根 据 样 
品 在 还 原 条 件 下 电泳 条 带 所 在 胶 上 位 置 与 分 子 量 标 
记 相 比较 ,得 出 该 蛋白 质 分 子 量 约 为 14 kDa. 

种 定 该 纯化 组 分 蛋白 质 N 末端 的 16 TRER 
序列 的 顺序 为 : N-L-Y-Q-F-K-N-M-I-E-C-A-G-T-R- 
T。 

该 末端 序列 使 用 Blast 程序 于 Genbank 进行 相 
似 性 搜索 后 ， 结 果 与 从 金 环 蛇 蛇 毒 分 离 的 磷脂 酶 
A PIHVI (Lu & Lo, 1978) N 末端 的 16 个 氨基 
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图 2 所 纯化 的 磷脂 酶 A> SDS FE Pa Hi BBE ik BE DBE sk 
Fig.2 SDS-polyacrylamide gel electrophoresis of 
the purified PLA, 
1. RT MIC ST AL 26.6 kDa); 
UR A (ERT AE, 7 kDa) se -~ AA BT EH, 14.2 
kDa) : BUS A MEM ff RRA 6.5 kDa). 2. BRAM 
的 纯化 丹 卓 本 Ao. 3. SERED N oh EEA BE A2- 
Lane I , ultra-low range molecular weight marker: Triosephosphate iso- 
merase from rabbit muscle (26.6 kDa); Myoglobin from house heart 
(17 kDa) ;0-lactalbumin from bovine milk (14.2 kDa}; Aprotinin from 
bovine lung (6.5 kDa). Lane 2. the purified PLA, (reducing condi- 
tions), Lane 3, the purified PLA2{ non-reducing conditions) . 
酸 序 列 一 致 。 
2.2 ERA, 活性 和 总 糖 含量 
所 纯化 组 分 具有 弱 的 磅 刚 酶 AL 活性 ,其 比 活力 
为 0.41。 而 当 反 应 体系 中 存在 较 高 浓度 (10 mg/ 
mL) AY D — 半 乳 糖 时 ,对 酶 活性 没有 抑制 效应 。 经 
测定 ,所 纯化 蛋白 组 分 不 具有 溶血 和 出 血 活 性 ,对 小 
饼 凡 乎 无 毒 。 蛋 白质 浓 度 为 0.77 mgymL ,并 且 已 对 
水 彻底 透析 的 样品 ,经 硫酸 苯酚 法 测定 其 中 总 糖 含 
BH 0.12 mg/mL, Oh BAB 13.4% (wy 


wie 
3 讨论 

We BE SRR HE OB AY AT A GIS EY 
THA MAHA A AEE ILE RS am 
RX (Gartner & Ogilvie ,1984)。 本 研究 得 到 的 具有 


SR) BEA AG A. 活性 的 蛋白 质 , 其 N 末端 16 个 氨基 
酸 的 序列 与 已 报道 的 金 环 蛇 蛇毒 磷脂 酶 Az 同 功 酶 





VW(Lu & Lo,1978) 一 致 ,但 两 者 是 否 是 同一 金 环 蛇 
KERRE Az, 还 有 待 进一步 实验 证 实 。 所 纯化 磷 
脂 酶 As 虽然 经 过 彻底 透析 ,但 其 会 糖 量 仍 为 
13.4%(w/w) ,而 从 蜂 毒 中 纯化 的 磷脂 酶 A 糖 含量 
为 20% ~ 40% (w/w) (Costa & Palma, 2000; Oliveira 
& ?aima,1998)。 尽 管 有 较 高 的 糖 含量 ,但 并 没有 影 
响 蛋 白质 在 SDS-PAGE 中 的 迁移 速率 及 人 蛋白质 染 
色 。 这 一 结果 与 Oliveira & Palma (1998) 报 道 的 蜂 
iG A, 的 结果 一 致 。 

FR A MP SRA, SSM ARR 
细 的 报道 。Dua & Chol 1994) .Lomonte et af .( 1994} 
认为 ,肝素 与 磷脂 酶 A 结合 而 影响 其 活性 ,是 因为 
静电 相互 作用 .而 不 是 因为 对 糖 基 的 特异 识别 结合 
所 致 。 本 实验 结果 显示 蛇毒 磷脂 酶 A; AA 
合 活 性 ,并 可 以 通过 糖 基 结合 活性 加 以 分 离 。 在 一 
种 蛇毒 中 往往 含有 磷脂 酶 A. 的 多 种 同 功 酶 , 仪 在 金 
环 蛇 蛇毒 中 不 同 的 全 序列 已 被 测定 的 磷脂 酶 A 就 
有 6 种 (Lu & Lo,1978,1981;Liu et ad, ,1988,1989， 
1992)。 但 笔者 利用 Sepharose 4B 柱 吸 附 , 用 半 和 乳糖 
浪 液 洗 赔 仅 得 到 了 其 中 的 1 种 磷脂 酶 A2, 而 
Sepharose 4B 的 主要 成 分 为 多 聚 半 和 乳糖。 这 一 结果 
TAA RAR BS A, 不 仅 具 有 对 精 基 识 虽 结合 的 能 力 ,而 
且 具 有 一 定 的 特异 性 。 笔 者 所 分 离 的 金 环 蛇 蛇 毒 磷 
RAMS Ap 就 可 能 对 半 乳 糖 有 特异 性 结合 功能 。 在 磷 
脂 酶 A. 活性 测定 过 程 中 ,加 入 一 定量 的 半 乳 糖 并 不 
能 抑制 本 研究 所 分 离 的 磷脂 酶 A 的 活性 ,有 可 能 是 
酶 与 半 乳 往 的 结合 位 点 与 酶 的 活性 中 心 未 发 生 重 登 
的 缘故 。 当 然 这 一 推论 需要 更 为 细致 的 工作 来 加 以 
证 实 。 因 此 ,我 们 的 实验 结果 不 仅仅 是 提出 了 一 种 
分 离 玖 脂 酶 A 新 的 且 更 为 简单 的 方法 ,更 重要 的 是 
它 显示 了 蛇毒 磷脂 酶 A, 具有 的 糖 结合 活性 和 可 能 
的 糖 结合 特异 性 。 这 对 于 进一步 研究 故 脂 酶 As 作 
用 机 理 ,结构 与 功能 关系 和 受 体 作 用 机 制 等 都 具有 
重要 意义 。 
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Purification of a Phospholipase A, from Bungarus fasciatus Venom 


by One Step Sepharose 4B Method 


ZHA Hong-Guang ZHANG Yun? 
{ Kunming Institute of Zoology, the Chinese Academy of Sciences, Kunming 650223, China) 


Abstract; By one step affinity chromatography (acid 
treated Sepharose 4B as matrix, tyrode solution con- 
taining 0.2 mol/L D-galactose as eluting solution), a 
phospholipase Az was isolated from Bungarus fasciatus 
venom., Its partial N-terminal sequence is identical to 
previously reported Bungarus fasciatus venom phospho- 


lipase Az isozyme VI (Lu & Lo, 1978}. This phospho- 
lipase A2 has only weak phospholipase A; activity, no 
hemolytic nor hemorrhage activity. The enzyme exists 
as monomer and its molecular weight is 14 kDa, and 


has a relatively high carbohydrate content (13.4% w/ 
w). 
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